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  در رده 9و  8، 3بررسی اثر غلظت سیتوتوکسیک ایبوپروفن برسطح فعالیت کاسپازهای 
 )aleHسلولی سرطانی دهانه رحم (
 
 9)cSM( ، الهام رستمي*1)DhP( ، رحیم احمدی8)cSM( الناز قدیری
 
 
 
 ایران تهران، گروه زیست شناسي، دانشکده علوم پایه، واحد گرمسار، دانشگاه آزاد اسلامي،-8
 ایران همدان، اسلامي، آزاد واحد همدان، دانشگاه پایه، علوم دانشکده فیزیولوژی، گروه-1
 ایران ،دانشکده فناوری های نوین پزشکي، دانشگاه علوم پزشکي تهران، تهران، ایران-9
 
 13/4/9: رشیپذ ،13/1/89اصلاح:  ،33/18/11 :دریافت
 خلاصه
 لبتهاهای دهانه رحم داشته باشد، سرطاني بر سلول تواند اثر ضدميداشته و  ها نقشها و بافتتخریب و مرگ سلولدر اند که ایبوپروفن مطالعات نشان داده :هدف و سابقه
 در 3و  1، 9اسپازهای کبررسي اثر غلظت سیتوتوکسیک ایبوپروفن بر فعالیت  لذا این مطالعه به منظورمکانیسم این اثر از نظر سلولي و ملکولي به خوبي شناخته نشده است. 
 .نجام شداهای سرطاني دهانه رحم (رده هلا) سلول
، 1/8، 1/81های شاهد و دریافت کننده ایبوپروفن با دوزهای های هلا از بانک سلولي انستیتو پاستور تهیه و به گروهآزمایشگاهي سلول-در این مطالعه تجربي مواد و روش ها:
 .و مورد مقایسه قرار گرفتسنجي بررسي رنگ به روش 3و  1، 9کاسپازهای و سطح فعالیت  TTMها به روش ماني سلولبندی شدند. زندهگرم در لیترتقسیممیلي 18و 8
 ) دچار کاهش %118گرم در لیتر نسبت به گروه کنترل () میلي%18( 18و  )%47(8)، %73( 1/8های سرطاني دهانه رحم در مواجهه با دوزهای ماني سلولزنده ها:یافته
ایبوپروفن نسبت به  05CI رحم در مواجهه با دوز های سرطاني دهانهدر سلول 3و  1، 9 ). فعالیت کاسپازهای<p1/811 و <p1/811، <p1/11گردید(به ترتیب  داريمعن
 ). <p1/81و  <p1/811، <p1/811 داری شد (به ترتیبيگروه شاهد دچار افزایش معن
ز های سرطاني دهانه رحم شده و این مسیر اماني سلولوابسته به دوز باعث کاهش زندهداروی ایبوپروفن قادر است در یک مسیر که نشان داد  هنتایج مطالع گیری:نتیجه
 . گرددميالقا  9و  1و  3طریق فعال شدن کاسپازهای 
 .، سرطان دهانه رحم3 ، کاسپاز1 ، کاسپاز9ایبوپروفن، کاسپاز  واژه های کلیدی:
 مقدمه 
در اوایل بیماری، به  رحم یک سرطان ناشي از گردن رحم است. سرطان دهانه
شود. علائم بعدی ممکن است شامل خونریزی ای دیده نميطور معمول هیچ نشانه
رحم  طان دهانه). سر8جنسي باشد( غیرطبیعي واژن، درد لگن یا درد در طي رابطهي
 دومین میزان شیوع پس از سرطان سینه .ها در زنان استترین بدخیميیکي از شایع
میلیون زن به سرطان  8/4تخمین زده مي شود که در سراسر جهان حدود  .را دارد
گزارش ها حاکي از آنند که ایبوپروفن بر روی سرطان . )1باشند (ی رحم مبتلا دهانه
تواند به عنوان یک عامل پیشگیرانه در سرطان پانکراس اثرگذار است. ایبوپروفن مي
). 9دهنده ریسک سرطان کلورکتال ایفای نقش کند (و یا یک عامل کاهش
د تواند رششود و ميایبوپروفن سبب بهبود سرطان سیستم تولید مثل مي
های سرطان ) و بر روی سلول4افراد مهار کند ( %99ارسینومای تخمدان را در آدنوک
اند که ایبوپروفن در های علمي نشان داده). گزارش1دهانه رحم نیز اثرگذار است (
های ها نقش دارد. در یک بررسي که روی موشها و بافتتخریب و مرگ سلول
 تواند ن داده شد که ایبوپروفن مينشا گردید،مبتلا به عفونت استرپتوکوکي انجام 
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های انجام شده ایبوپروفن در آپوپتوز ). مطابق با پژوهش7سبب آسیب بافتي شود (
). در واقع ایبوپروفن از طریق مسیر وابسته به کاسپاز 3ها تاثیرگذار است (برخي سلول
د که دهدر مقابل برخي تحقیقات نشان مي ).1تواند سبب القای آپوپتوز شود (مي
تواند ) و یا در مواردی مي3ای با سرطان نبوده (ایبوپروفن دارای ارتباط قابل ملاحظه
باعث ایجاد یا تشدید سرطان گردد. در این راستا نتایج تحقیقات بیانگر آنند که 
مصرف ایبوپروفن مي تواند سبب افزایش ریسک مرگ در مبتلایان به سرطان رحم 
ها سبب پیشگیری از DIASNز کاسپازها توسط ). همچنین مهارکاتالی18شود (
سرطان باشد. در یک پژوهش  تواند تشدید کننده) که مي88شود (مرگ سلولي مي
اثر مصرف منظم آسپرین بر کاهش ریسک سرطان ناشي از کاهش التهاب مزمن که 
داری در مصرف آسپرین و سطح مارکرهای التهابي يبررسي شد، هیچ ارتباط معن
) و 98رحم در جهان ( باتوجه به شیوع قابل توجه سرطان دهانه ).18د (مشاهده نش
) و نیز با توجه به عوارض جسمي، رواني، اجتماعي و اقتصادی حاصل از 48ایران (
) و همچنین با توجه به نتایج ضد و نقیض در حوزه 18ابتلا به سرطان دهانه رحم (
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ر رابطه با اثر ایبوپروفن بر و محدودیت مطالعات قبلي د )4و1و3و18و78( پژوهش
ررسي ببه منظور  این مطالعه لذارحم؛  های سرطاني دهانهعملکرد کاسپازها در سلول
های در سلول 3و  1، 9اثرات غلظت سیتوتوکسیک ایبوپروفن بر فعالیت کاسپازهای 
 . انجام شد) aleHسرطاني دهانه رحم (
 
 
 وش هارمواد و 
ایبوپروفن از شگرکت دارویي ابوریحان و آزمایشگگاهي -در این تحقیق تجربي
های سگرطاني دهانه رحم (رده هلا) از بانک سگلولي انسگتیتو پاستور تهیه و سگلول
 ها در شرایط استاندارد نگهداری شدند. سلول
های با غلظت %118) OSMD( متیل سولفوکسایدمحلول دی ایبوپروفن در
مختلف به طور کامل حل شگگده و بعد از عبور از فیلتر سگگرسگگرنگي در ویال تیره و 
ها در محیط کشگت کراتینوسایت فاقد سرم و حاوی ذخیره شگد. سگلول -11دمای 
گهداری ن( گرم / میلي لیتر 11)واحد/ میلي لیتر) و استرپتومایسین  11(پني سلین 
 %1اکسیدکربن هوا و دی %13ها در محیط کشت کامل تحت اتمسفر شدند. سلول
های هلا به دو گروه شاهد و دریافت کننده درجه رشگد یافتند. سگلول 39در دمای 
. جهت قرار نگرفتایبوپروفن تقسیم شدند که گروه شاهد تحت هیچ گونه تیماری 
 TTM سنجيهای هلا از روش رنگبررسي اثر سیتوتوکسیک ایبوپروفن بر سلول
 .شد استفاده
چاهک حاوی محیط کشت مناسب با  73های ها در پلیتدر این راسگتا سلول
ساعت انکوبه  41متر مکعب کاشته شدند و به مدت سگلول/سانتي 9/9×184تراکم 
های مختلف سگاعت محیط کشت تازه حاوی ایبوپروفن با غلظت 41شگدند. بعد از 
های . در هر چاهک غلظتساعت انکوبه شدند 41ها به مدت سگلولاضگافه شگد و 
برده شگگد. در پایان زمان مواجه با دارو محیط  مختلف دارو با سگگه بار تکرار به کار
میکرولیتر محیط کشت تازه به هر  111های حاوی سلول حذف و کشگت از چاهک
 ر رشد کنندساعت دیگ 41ها برای چاهک اضافه شد و سپس اجازه داده شد سلول
  TTMمیکرولیتر 11میکرولیتر محیط تازه و  111 ،در پایان زمان رشد در هر ول.
در محیط مرطوب و  پیچیده شدند و ها سپس در فویل آلومینیوماضگافه شگد. پلیت
از  TTMمحیط حاوی   .سگگگاعت انکوبه شگگگدند 1الي  4درجه برای  39دمای 
با اضگگافه کردن  TTMها حذف شگگد و کریسگگتال فورمازان باقي مانده از چاهک
بافر گلایسگین به هر چاهک حل شگد.  میکرولیتر 11 و OSMDمیکرولیتر  111
 خوانده شد.  131بلافاصله جذب در طول موج 
جگای  و فگاقگد سگگگلول بگه عنوان TTMهگای حگاوی محیط و چگاهگک
ها به صورت سه بار تکرار انجام همه آزمایشدر نظر گرفته شدند.  )knalBخالي(
با اسگگتفاده از کیت آزمایشگگگاهي رنگ سگگنج  3و  1، 9شگگد. فعالیت کاسگگپازهای 
، تگایوان) با توجه به دسگگگتورالعمل های تولید کننده avonbA( tegraTopA
های سگگرطاني هلا با اسگگتفاده از تعیین شگگد. به طور خلاصگگه، آپوپتوز در سگگلول
ا هء شگگد و به طور همزمان گروه کنترل کشگگت داده شگگدند. سگگلولایبوپروفن القا
سگلول در هر نمونه قرار گرفتند و   9-1 × 187شگمارش شگدند و در پلیت با تراکم 
خ ترکیب شده و بر روی ی "میکرولیتر از بافر لیز سلولي سرد مجددا 11در  "متعاقبا
مورد  روسگگانتریفیوژدقیقه انکوبه شگگدند و برای یک دقیقه در یک میک 18به مدت 
سگانتریفیوژ قرار گرفتند. سگوپرناتانت (عصگاره سگیتوزول) به یک لوله تازه اضافه و 
میکروگرم پروتئین  11-111روی یخ قرار داده شد. هر عصاره سیتوزولي به غلظت 
عیین ها برای اندازه گیری تمیکرولیتر بافر لیزسگگلولي رقیق شگگد. تعداد نمونه 11در 
میکرولیتر از  11زه کافي بافر واکنشي اضافه گردید. برای هر نمونه شگدند و به اندا
مولار اضافه شد و میلي 4میکرولیتر سوبسترای  1بافر واکنشگي اضگافه شد. سپس 
 درجه سانتیگراد انکوبه گردید.  39ساعت در دمای 8-1به مدت 
ها هها در حین انکوباسگیون در تاریکي نگه داشگته شدند. در نهایت نموننمونه
نانومتر خوانده شگگدند  114نانومتر یا  114در یک خواننده میکروپلیت در طول موج 
 با مقایسه مستقیم با میزان کنترل تعیین شد. 3و  1، 9و میزان فعالیت کاسپازهای 
 اسمیرونوف توزیع-های آماری، ابتدا با استفاده از آزمون کولموگروفجهت بررسگي
 ها،ر گرفت و پس از حصول از نرمال بودن توزیع دادهها مورد بررسي قرانرمال داده
اطلاعات مربوط به اثر سگیتوتوکسیک تستوسترون با استفاده از آزمون آماری آنالیز 
هگای و داده )yekuT( ) و آزمون تعقیبي توکيAVONAواریگانس یکطرفگه (
در نرم افزار  tset-t s’tnedutSمربوط به فعالیت کاسگپازها با استفاده از آزمون 
دار در نظر ي معن p>1/11و  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند 11نسگخه  SSPS
 گرفته شد.
 
 
 هایافته
رحم در گروه دریافت کننده ایبوپروفن با  های دهانهماني سلولدرصد زنده
دار  يسبت به گروه کنترل دچار کاهش معنلیتر نمیلي گرم در هر میلي 1/81غلظت 
رحم در گروه دریافت کننده ایبوپروفن با  های دهانهماني سلولزندهنشد. درصد 
گرم در هر میلي لیتر نسبت به گروه کنترل دچار کاهش میلي 18و  8، 1/8غلظت 
). همچنین با افزایش <p1/811و  <p1/811، <p1/11دار شد (به ترتیب معني 
آید یابد و به نظر ميميها کاهش ماني سلولغلظت داروی ایبوپروفن میزان زنده
های ماني در سلولباشد. بیشترین میزان کاهش زندهاین کاهش وابسته به دوز مي
رخ  اندگرم بر لیتر قرار گرفتهمیلي 18ی رحم که در مواجهه با غلظت سرطاني دهانه
رحم  های سرطاني دهانهدر سلول 3و  1، 9 فعالیت کاسپازهای .)8داده است(نمودار 
 داریيایبوپروفن نسبت به گروه شاهد دچار افزایش معن 05CI اجهه با دوزدر مو
 ).1(نمودار  )<p1/81و  <p1/811، <p1/811 شد (به ترتیب
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. مقایسه اثر سمیت غلظت های مختلفي از ایبوپروفن بر حسب 8نمودار 
لیتر بر رده سلولي هلا در مقایسه با گروه کنترل. * و *** نشان گرم/میليمیلي
 است<p 1/811و  <p1/11 ترتیب باداری با گروه کنترل به معني دهنده اختلاف 
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  در سلول های دهانه رحم 3و  1، 9نشانگر درصد فعالیت کاسپازهای . 1 نمودار
 مقایسه در     9،1،3های کاسپاز تیفعال درصد بر بوپروفنیا 05CIز دو اثر دهنده نشان
 05CIز دو ،یآمار زیآنال به توجه با. است) دارو با مواجهه عدم(      شاهد گروه با
 دهیاهدگردش گروه به نسبت دارو کننده افتیدر گروه در دارمعني  شیافزا سبب بوپروفنیا
  )<p1/11و  <p1/811، <p1/811 بیترت به( است
 
 یریگ جهینت و بحث
توانگد اثرات دهگد داروی ایبوپروفن مينتگایج مطگالعگه حگاضگگگر نشگگگان مي
های سگرطاني دهانه رحم داشته باشد و این اثر از طریق سگیتوتوکسگیک بر سگلول
موافق با این  .اعمال مي شودو القای آپوپتوز  3و  1، 9افزایش فعالیت کاسگپازهای 
یق تواند سبب القای آپوپتوز از طردهد ایبوپروفن ميیافته مطالعات دیگر نشگان مي
ها در انواع DIASNهای سرطاني شود. نقش پیشگیرانه سلول مسیر کاسپازی در
مختلفي از تومورهای بدخیم نشگان داده شده است به عنوان نمونه نشان داده شده 
ر تواند نقش پیشگگگیرانه دمیلي مولار با القای آپوپتوز مي 1ن با غلطت که ایبوپروف
 سرطان کولون داشته باشد. 
ازطریق  5 rotpecer htaed)5RD( در واقع ایبوپروفن با افزایش بیان
). نتایج تحقیقات نشانگر 38گردد. (مسگیر وابسگته به کاسپاز سبب القای آپوپتوز مي
اسگت ریسگک سرطان دستگاه تولید مثلي را ها ممکن DIASNآنند که مصگرف 
 کنندهها القاDIASNهگای انجام گرفته ). مطگابق بگا پژوهش18کگاهش دهگد (
دارای قگدرت القای  DIASNبگاشگگگنگد؛ در واقع چنگدین نوع مختلف آپوپتوز مي
هایي است که دارای قدرت بالایي DIASNباشگند اما ایبوپروفن جزء آپوپتوز مي
). در یک مطالعه که 38سگگلولي اسگگت ( طي مراحل مختلف چرخهدر القای آپوپتوز 
های سرطاني معده انجام گرفت نشان داده شد که ایبوپروفن به صورت روی سلول
میکرو مولار) و زمان سگگگبب  118،111،119،114،111وابسگگگته به دوز(با دوزهای 
ثر ا های قبلي بررسگگيشگگود که این یافته موافق با یافتهالقای مرگ سگگلولي مي
های سگرطاني کیسه صفرا، پروستات، سینه، کلیه و تخمدان ایبوپروفن روی سگلول
اسپاز سازی کشد که ایبوپروفن از طریق فعالباشگد. و در این بررسي نشان دادهمي
های ). در مقابل برخي یافته3گردد (های سرطاني ميسلول سگبب القای آپوپتوز در
توانگد سگگگبگب القگای سگگگرطگان یا مي دهنگد کگه ایبوپروفنتحقیقي نشگگگان مي
آن را  XOCهگای سگگگرطاني گردد. ایبوپروفن با اتصگگگال به آنزیم تکثیرسگگگلول
 شود که نتیجه آن آنژیوژنزها ميمهارکرده و منجربه کاهش ساخت پروستاگلاندین
د انها نشان دادهباشگد. در این راسگتا بررسيو رشگد تومور در تومورهای اندومتر مي
تواند عامل افزایش ریسک مرگ در مبتلایان به سرطان رحم فن ميمصرف ایبوپرو
کاتالیز کاسگگپازها توسگگط  شگگده که مهار ). علاوه براین نشگگان داده18باشگگد (
 شگود. همچنین نشان داده شدها سگبب پیشگگیری از مرگ سگلولي ميDIASN
 DIASNمیکرومولار از  118مورد تیمار با غلظت  های هلاکه سگگگلولهنگگامي
 تواند تشگگگدید کننده) که مي88(دهدقرار گیرد کگاهش فعگالیت کاسگگگپازها رخ مي
 سرطان باشد. 
های سگگرطاني دهانه ازنظر مکانیسگگم احتمالي اثر داروی ایبوپروفن بر سگگلول
 هایوپروفن درغشگگگای سگگگلولهای ایبتوان گفت باتوجه به وجود گیرندهرحم مي
های آید در این تجربه ایبوپروفن با اتصال به غشای سلول) به نظر مي38سرطاني (
سگرطاني دهانه رحم سبب افزایش فعالیت کاسپازها شده و این امر سبب آپوپتوز در 
). مطالعه حاضر در محدوده بررسي 11است (های سرطاني دهانه رحم گردیدهسلول
گردد انجام گرفته و پیشگگنهاد مي 3و  1، 9ن بر فعالیت کاسگگپازهای اثرات ایبوپروف
های مطالعات سگگلولي و ملکولي بیشگگتر در حیطه بررسگگي اثرات ایبوپروفن بر ژن
های رنگ آمیزی فلورسنت و میکروسکوپ آپوپتوزی و نیز بررسگيآپوپتوزی و ضگد
نه رحم ی سگرطاني دهاهاالکتروني به منظور مطالعه دقیقتر اثر ایبوپروفن بر سگلول
داروی ایبوپروفن قادر اسگگت در یک  که نشگگان داده نتایج مطالع مدنظر قرار گیرد.
 رحم شده و های سرطاني دهانهماني سلولمسگیر وابسته به دوز باعث کاهش زنده
های این گردد. یافتهاجرا مي 3و  1، 9این مسگیر از طریق فعال شگدن کاسپازهای 
تواند به عنوان مبنایي در تحقیقات کاربردی دارویي مورد اسگگتفاده قرار پژوهش مي
 د.گیر
 
 
 تقدیر و تشکر 
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 همکاری پژوهشقای دکتر عسگری که در اجرای این آو  همکاری در این تحقیق
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Recent studies have shown that ibuprofen has been implicated in the destruction 
and death of cells and tissues and can have an anti-cancer effect on cervical cells, although the mechanism of this effect 
is not well known in cellular and molecular terms. Accordingly, the aim of this study was to investigate the effect of 
cytotoxic concentration of ibuprofen on the activity of caspases -3-, 8 and -9 in cervical cancer (Hela) cells.  
METHODS: In this experimental-laboratory study, Hela cells were prepared from Pasteur Institute Cell Bank and were 
divided into the control group and groups exposed to 0.01, 0.1, 1 and 10 mg/ml of Ibuprofen. Viability of cells was 
measured by MTT assay. The activity level of caspases-3, -8 and -9 was assessed by colorimetric method. 
FINDINGS: The viability decreased significantly in cervical cancer cells exposed to 0.1(76%), 1(64%) and 10(15%) 
mg/ml of ibuprofen compared to control group (100%p<0.05, p<0.001 and p<0.001 respectively). The caspases-3, -8 and 
-9 activity level increased significantly in cervical cancer cells exposed to IC50 dose of ibuprofen compared with control 
group (p<0.001, p<0.001 and p<0.01 respectively). 
CONCLUSION: The results of present study showed that ibuprofen is able to reduce the viability of cervical cancer 
cells in a dose-dependent pathway, and this pathway is induced by activating of caspases-3, -8 and -9. 
KEY WORDS: Ibuprofen, Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9, Cervical Cancer.  
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